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A soja, leguminosa origindria da China, é classificada como uma das
culturas mais importantes em todo o mundo. No Brasil, ela é responsavel
por uma parcela substancial da cadeia econémica, ocupando lugar de
destaque na producao e exportacao de graos. Embora seja cultivada

ha mais de 3000 anos, e em diferentes ambientes, a base genética

da soja cultivada no pais € particularmente estreita. Deste modo,

a determinacao da identidade genética com base em descritores
fenotipicos tem-se mostrado cada vez mais limitada na distingcéao

de materiais geneticamente superiores, principalmente em espécies
autégamas (Alcantara, 2001). A caracterizacao genética, tanto das
cultivares quanto dos acessos é de grande valia aos programas de
melhoramento, facilitando a escolha das melhores combinacdes de
progenitores bem como a segregacdo dos acessos e linhagens. Diante
dos diversos programas de melhoramento presentes no pais, a protecao
das cultivares é de extrema importancia as empresas detentoras de seus
direitos. Contudo, para requerer a protecao é necessaria a demonstracao
de que a cultivar é diferente de qualquer outra da mesma espécie, ou
seja, a nova cultivar precisa apresentar distinguibilidade, homogeneidade
e estabilidade. Atualmente, a protecao de cultivares é feita com base em
descricoes morfolédgicas, fisiolégicas e em caracteristicas bioguimicas,
muitas vezes sensiveis a variagcdes ambientais. Alguns aspectos das
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descricoes, na maioria das vezes, ainda apresentam a desvantagem

de serem inferidos somente quando a planta estd adulta ou inteira. Ja
os marcadores de DNA possuem a capacidade de serem utilizados em
qualquer estadio da planta, além de produzirem um padrao exclusivo
“fingerprint” para cada cultivar. Os marcadores moleculares se
transformaram em uma nova tecnologia de identificacdo de materiais,

e dentre estes, os microssatélites ganham destaque por sua natureza
codominante e multialélica, além de serem extremamente conservados
dentro da espécie. Assim, o presente trabalho visa a estabelecer um
procedimento de rotina semiautomatizado e de elevada precisdo pelo
emprego de marcadores SSR fluorescentes para identificacdo molecular
de gendtipos de soja cultivados no pais e caracterizar molecularmente as
cultivares selecionadas.

Vinte e uma cultivares de soja foram selecionadas e obtidas a partir do
banco de germoplasma da Embrapa Soja em Londrina-PR. As sementes
foram semeadas em dois vasos, em casa de vegetacdo. Cada vaso
continha oito plantas, totalizando 16 plantas por genétipo. Apds o
surgimento do segundo trifélio (estadio V2), foram coletadas em método
de bulk as folhas jovens dos materiais de todas as plantas pertencentes
a cada gendtipo e armazenadas a -80 °C. O DNA das amostras foi
extraido de acordo com o procedimento descrito por Keim et al. (1988)
e quantificado utilizando o espectrofotémetro Nanodrop ND-1000. Os
primers selecionados foram marcados com fluorescéncia azul (6FAM),
verde (HEX), ou amarela (NED). A amplificacdo de fragmentos via

PCR foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Akkaya

et al. (1995). Apés a amplificacado, as trés marcacdes foram unidas
para a montagem do multiplex para posterior desnaturacao, andlise e
identificacdao das amostras com o auxilio do sequénciador automatico
ABI PRISM Genetic Analyser® 3100 (Applied Biosystem, Foster City,
CA). O software GeneScan 672€ foi usado para andlise da corrida

e computacado dos dados, e Genotyper® software (AB-PEC, Foster
City,CA) foi aplicado para a visualizacdao exata dos alelos e para emissao
de dados automaticamente. Para confirmacdo dos dados as anélises
foram realizadas em duplicata em duas corridas diferentes.
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Os eletroferogramas obtidos por meio do software Genotyper permitiram
uma avaliacao consistente do tamanho dos alelos apresentados na
Tabela 1, contendo os primers mais informativos com seus respectivos
tamanhos. O SattO05 foi o primer mais informativo, possuindo 6

alelos diferentes, seguido pelo Satt586 e Satt100, cada um com 5
alelos diferentes e, posteriormente, o Satt540 e Satt114 com 4 alelos,
Satt233 e Satt002 com 3 alelos e SattO45 com 2 alelos.

A combinacao dos diferentes alelos foi utilizada para identificar os
microssatélites mais informativos para cada cultivar (Tabela 2). De
acordo com a Tabela 2, cada primer foi identificado por letras. A letra
“a"” foi utilizada para o alelo de menor tamanho e as demais letras “b”,
“c”, “d”, “e” e “f” de acordo com a necessidade de identificacdo dos
alelos maiores. Em alguns primers foi possivel identificar individuos
heterozigotos; isso se deve a uma possivel segregacao génica ocorrendo
na cultivar, contaminacdo do DNA da amostra ou ainda mistura de
sementes. Por meio da combinacdo dos primers apresentada foi possivel
identificar cada uma das 21 cultivares estudadas.

Foram obtidos oito primers SSR capazes de identificar e diferenciar
todas as cultivares de soja testadas neste trabalho. Embora o nimero
de primers analisados nesse estudo preliminar seja relativamente
pequeno, concluiu-se que dentro do grupo de cultivares selecionadas
esses primers possibilitam a identificacdo de cada uma das cultivares.
Primers com grande poder discriminatério sdo aqueles que geram
diversos tamanhos de alelos, possibilitando assim uma maior distincao
entre os diferentes genétipos. Concluimos que a informacao gerada € de
grande valia para os melhoristas, pois pode ser usada para gerar dados
de distancias genéticas entre as cultivares e ainda abre a possibilidade
de construir uma futura “fingerprint” de cada cultivar por meio do uso
de marcadores microssatélites mais informativos. A busca de outros
primers mais informativos e que estejam presentes na maioria dos
grupos de ligacao da soja é de suma importancia para o trabalho.
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